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摘要 ， 肿瘤 血管 生成 是 癌症 的 一 个 特征 。 


一 些 抗 血管 生成 的 抗 癌 药 物 已 被 证 明 临 床 有 疗效 。 我 


们 之 前 的 研究 显示 ， 在 包括 口腔 癌 在 内 的 人 类 实体 瘤 中 ，GT198 BA GAS PSMC31P， 


又 称 为 Hop2) 是 一 个 诱导 血管 生成 的 癌 蛋 白 。 
和 几 种 临床 成 功 的 抗 癌 草药 ， 都 能 直接 抑制 GT 


本 研究 结果 表明 ， 十 几 种 临床 抗 癌 化 疗 药 物 ， 
198 蛋白 靶 点 。GT198 是 一 个 能 与 DNA 结合 的 


DNA 修复 蛋白 。 利 用 体外 DNA 结合 法 检测 GT198 活性 ， 我 们 测试 了 129 个 美国 NCI 收 集 的 临 
床 抗 癌 化 疗 药物 。 发 现 体外 直接 抑制 GT198 的 化 药 包括 但 不 限于 米 托 草 醒 、 多 柔 比 星 ( 阿 才 


3X . KEE KIC. REI D 和 伊 马 蔡 尼 〈 格 列 卫 ) 。 紫 杉 醇和 依托 泊 音 具有 较 高 的 


结合 亲和力 ， 而 多 柔 比 星 由 于 竞争 性 抑制 GT19 


8， 上 有 具有 较 高 的 结合 效力 。 由 于 GT198 与 DNA 


拓扑 蜡 构 酶 有 蛋白 序列 同 源 性 ， 而 DNA 拓扑 异 构 酶 是 过 去 认为 的 药物 靶 点 ， 因 此 ，GT198 € 
白 很 可 能 是 个 以 前 未 被 认 知 的 药物 新 靶 点 。 为 了 寻求 更 高 效 的 GT198 抑 制剂 ， 我 们 进一步 测试 


了 几 种 抗 瘤 草 药 的 提取 物 。 发 现 具 有 高 共和 力 采 


[高 效力 的 阳性 抑制 草药 都 是 临床 上 已 经 有 成 功 


历史 的 抗 癌 草 药 ， 包 括 牙 买 加 的 多 香 果 (Allspice) 、 中 国 的 皂 角 刺 (Gleditsia sinensis L.) , 

和 厄瓜多尔 的 BIRM。 我 们 使 用 有 机 化 学 方法 对 多 香 果 进行 了 部 分 纯化 ， 证 明 用 GT198 JEE, 
以 体外 DNA 结合 法 追踪 测 活 ， 可 以 高 效 快速 纯化 天 然 产 物 。 综 上 表明 ， 此 项 研究 揭示 了 
GT198 是 多 种 抗 癌 化 药 的 新 训 点 。 这 项 研究 还 提供 了 一 个 鉴定 化 合 物 与 纯化 天 然 产 物 的 优异 药 


物 靶 标 。 特 别 关 键 的 是 ， 这 项 研究 为 快速 分 离 高 效 低 毒 的 抗 冶 中 草药 提供 了 绝 佳 机 会 。 
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血管 生成 是 多 种 人 类 实体 肿瘤 的 特征 [1,2]. SERIES a E AE pk BH UL n] 25 47] Cute uE BH F. 
有 很 强 的 疗效 [3-3]。 越 来 越 多 的 证 据 表 明 ， 肿 瘤 组 织 中 的 血管 并 非 正 常 组 织 中 的 血管 ， 相 反 ， 
它们 是 肿瘤 发 生发 展 的 真正 起 因 [6-9]。 在 肿瘤 组 织 中 ， 血 管 生 成 中 的 新 生 血 管 本 身 是 癌变 恶 
性 的 [10]. 

控制 血管 生成 的 核心 关键 是 周 细胞 [11]。 周 细胞 位 于 毛细 微血管 壁 上 并 在 刺激 下 启动 
血管 生成 [12]。 周 细胞 属于 干细胞 或 祖 细胞 ， 能 够 分 化 成 各 种 其 它 细 胞 系 [13]。 正 常 的 周 细胞 
在 胚胎 发 育 或 成 人 组 织 修复 过 程 中 可 分 化 为 新 生 的 组 织 [11-13]。 然 而 ， 这 一 过 程 在 肿瘤 中 被 
劫持 了 ， 其 中 诱导 血管 生成 的 周 细胞 是 恶性 的 [1 各， 并 且 它 们 的 细胞 分 化 受到 了 阻碍 。 肿 瘤 血 
管 增生 中 的 周 细胞 脱离 微血管 壁 、 迁 移 到 组 织 中 、 并 过 度 生 长 成 为 未 分 化 的 肿瘤 细胞 [10]。 肯 
瘤 中 具有 迁移 行为 的 周 细胞 以 前 也 兽 有 报导 [15]。 由 周 细胞 衍生 出 来 的 围绕 在 血管 外 的 肿瘤 
胞 也 被 描述 为 血管 生成 拟态 [6,16,17]。 多 项 证 据 表 明 ， 肿 瘤 细胞 的 持续 生长 是 由 于 癌 干 细胞 源 
源 不 断 的 补充 [13]， 而 癌 干 细胞 包含 周 细胞 [11,18]。 

为 了 抑制 肿瘤 血管 生成 ， 许 多 抗 血 管 药物 制剂 已 被 开发 [19,20]。 多 数 是 激酶 抑制 剂 或 
VEGF 通路 抑制 剂 21.22]， 用 于 抑制 血管 生长 。 由 于 肿瘤 血管 生成 拟态 经 常 缺乏 血管 内 皮 细 胞 ， 
这 些 药物 有 可 能 会 出 现 耐 药性 [16]。 因 此 ， 鞭 向 周 细胞 可 以 更 特异 地 抑制 肿瘤 血管 生成 ， 以 克 
服 耐 药性 。 我 们 和 其 他 学 者 在 之 前 曾 鉴 定 了 名 为 GT198 (基因 符号 PSMC31P， 别 名 Hop2) 的 
DNA 修复 癌 和 蛋白 [10,23-25]。GT198 蛋白 在 肿瘤 血管 中 周 细胞 上 过 量 表 达 ， 但 在 静止 期 的 正常 
周 细胞 中 却 无 表达 [10]。 在 这 项 研究 中 ， 我 们 的 结果 表明 GT198 蛋白 是 一 个 很 合适 的 药物 衣 点 ， 
直接 抑制 GT198 蛋白 的 药物 包括 已 批准 上 市 的 多 种 肿瘤 化 疗 药 ， 和 一 些 对 人 类 肿瘤 己 有 很 好 疗 
效 的 抗 癌 草 药 。 

GT198 基因 最 初 被 发 现 克 隆 时 ， 是 一 个 调控 基因 表达 的 转录 辅 激活 因子 [23,26]. 3S 
GT198 基因 的 种 系 突变 存在 于 家 族 性 早 发 乳腺 癌 和 卵巢 癌 中 [27,28]。 家 族 性 卵 梨 疾 病 [29]， 和 
卵巢 功能 不 足 [30-32]， 也 带 有 种 系 突变 。GT198 基因 复发 的 体 细胞 突变 广泛 存在 于 多 种 实体 瘤 
的 肿瘤 微 环境 中 [27,33]。 重 要 的 是 ，GT198 突变 导致 其 蛋白 过 量 表达 ， 可 在 血管 生成 的 周 细胞 
上 及 其 产生 的 血管 平滑 肌 细 胞 系 中 检测 到 。 如 乳腺 癌 的 肌 上 皮 细 胞 和 脂肪 细胞 [34], Sp ERN 
Theca 细 胞 [35]， 以 及 前 列 腺 和 膀胱 癌 的 肌 成 纤维 细胞 [36]。 在 人 口腔 癌 以 及 多 种 实体 瘤 中 [10]， 
和 小 鼠 肿 瘤 中 也 发 现 了 GT198 高 表达 的 周 细胞 [37]。 微 环境 中 异常 血管 生成 中 的 周 细胞 有 可 能 
是 人 类 实体 瘤 发 展 的 共同 起 源 。 

GT198 在 周 细胞 中 的 作用 可 能 与 它 在 干细胞 中 的 表达 和 功能 有 关 [10,33]。GT198 的 整 
体 表 达 类 似 于 癌 - 举 丸 抗 原 (CTA) ， 在 胚胎 、 墨 丸 、 癌 症 中 含量 高 ， 而 在 正常 成 人 组 织 中 含 
量 低 [10]。 正 常 的 干细胞 分 化 时 ，GT198 的 表达 从 持 抗 的 GT198 剪接 变 体 转 换 到 其 野生 型 [33] 。 
在 人 类 肿瘤 中 ， 体 细胞 的 突变 导致 产生 过 量 剪 接 变 体 ， 从 而 可 能 阻 断 干 细胞 正常 分 化 [33]。 的 
确 ， 口 腔 癌 中 血管 生成 的 周 细胞 产生 了 未 分 化 的 细胞 [10]。 

GT198 和 蛋白 是 个 小 型 的 DNA 结合 蛋白 二 聚 体 ， 其 单 体 只 含有 217 个 氨基 酸 [23,33]。 
GT198 蛋白 包括 一 个 N 端 结构 域 、 一 个 亮 氨 酸 拉链 二 聚 体 结 构 域 、 一 个 能 够 与 单 链 或 双 链 
DNA 结合 的 DNA 结合 结构 域 [24,33]， 以 及 一 个 C 端 自我 抑制 结构 域 [33]。 许 多 使 用 GT198 别 
名 Hop 发 表 的 生化 研究 表明 ， 哺 乳 动物 的 GT198 是 一 个 关键 的 DNA 修复 因子 ， 刺 激 同 源 
DNA 重组 并 调节 减 数 分 裂 [24,38,39]。 更 多 的 证 据 表 明 ，GT198 是 一 个 高 度 重 要 的 细胞 核 功能 
空 制 因 子 。 转 录 激 活 、DNA 修复 中 的 重组 、 以 及 减 数 分 裂 中 同 源 染色 体 的 配对 等 过 程 ， 都 需 
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要 DNA 链 的 打开 和 结合 。 因 此 ，DNA 结合 是 GT198 的 一 个 关键 功能 。 通 过 检测 其 DNA 结合 
wate, PEAT DA Giz GT198 的 抑制 剂 。 
在 这 份 报告 中 ， 我 们 扩展 了 以 前 的 观察 [10]， 进 一 步 表 明 人 口腔 癌 中 的 周 细胞 高 表达 
GT198。 为 了 测试 GT198 是 否 能 成 为 抑制 血管 的 抗 瘤 药 靶 点 ， 我 们 利用 体外 GT198 与 DNA 的 
结合 试验 ， 筷 选 了 129 种 来 自 美国 NCI 的 临床 肿瘤 药物 。 令 人 惊讶 的 是 ， 我 们 发 现 了 一 系列 化 
疗 药物 ， 包 括 多 柔 比 星 、 米 托 草 醒 、 紫 杉 醇 、 依 托 泊 苷 和 格 列 卫 都 是 GT198 的 直接 抑制 剂 。 而 
GT198 很 可 能 是 一 个 以 前 未 被 发 现 的 药物 靶 标 。 为 了 进一步 寻求 更 强 的 GT198 抑制 剂 ， 我 们 测 
试 了 一 些 在 临床 抗 癌 中 有 成 功 历史 的 抗 癌 草 药 。 发 现 几 种 阳性 草药 包括 牙买加 的 多 香 果 
(Allspice) . FHEA] (Gleditsia Sinensis L.) 和 厄瓜多尔 的 BIRM， 都 直接 抑制 GT198， 
并 且 具 有 高 亲和力 和 高 效力 的 抑制 。 利 用 有 机 化 学 纯化 方法 对 多 香 果 进行 了 部 分 纯化 ， 证 实 了 
通过 测试 GT198 的 抑制 来 监测 天 然 产物 纯化 有 着 极 大 的 可 行 性 。 综 上 所 述 ， 我 们 的 研究 揭示 了 
GT198 是 多 个 现 有 抗 癌 化 药 和 抗 癌 草药 的 一 个 新 靶 点 。GT198 骤 点 的 利用 可 能 对 未 来 化 药 鉴定 
和 天 然 植 物 药 纯化 开辟 了 一 个 新 方向 。 


2. 结果 


2.1 血管 生成 中 GT198 阳性 周 细胞 引发 人 类 口腔 癌 


我 们 曾 在 多 种 人 类 实体 瘤 的 早期 病变 中 发 现 了 GT198 高 表达 的 微细 血管 [10,34-36]。 比 
如 在 人 类 口腔 癌 中 ，GT198 和 蛋白 高 表达 是 肿瘤 微 环境 中 血管 生成 的 一 个 明显 标志 (图 1A-B) 。 
通过 GT198 免疫 组 化 染色 口腔 癌 病 理 切 片 ， 我 们 观察 到 最 早 的 病变 是 GT198 阳性 周 细胞 ， 并 
且 周 细胞 会 分 化 成 多 种 阳性 后 代 细 胞 。 起 初 ，GT198 阳性 周 细胞 发 生 于 小 群 增生 的 血管 中 。 做 
为 对 照 ， 周 围 静止 的 血管 则 含有 GT198 阴性 周 细胞 (图 IB) 。 其 后 ，GT198 阳性 周 细胞 的 细 
胞 浆 体 积 增加 ， 使 毛细 血管 壁 异常 增 厚 (图 1B) 。 接 下 来 ，GT198 阳性 周 细胞 从 血管 壁 上 游 
离 出 来 ， 变 成 组 织 基 质 中 的 阳性 结 节 。 在 这 个 阶段 中 ， 基 质 中 由 周 细胞 衍生 的 GT198 阳性 成 纤 
维 细 胞 也 增加 了 。 再 之 后 ， 周 细胞 结 节 增殖 形成 肿瘤 块 ， 通 常 在 肿瘤 块 中 心包 围 着 一 个 血管 
(Al 1B) 。 这 种 肿瘤 中 的 血管 仍 有 功能 ， 因 为 血管 腔 内 含有 红细胞 。 这 一 点 与 其 他 人 的 研究 
观察 一 致 ， 即 肿瘤 产生 了 自己 的 血管 [6,.16]。 值 得 注意 的 是 ， 过 去 经 典 描述 中 说 肿瘤 从 上 皮 基 
底层 发 展 而 来 ， 也 仍然 是 可 以 观察 到 的 现象 。 然 而 ， 在 这 种 情况 下 ， 发 生 肿瘤 的 上 皮 细 胞 总 是 
被 GT198 阳性 血管 所 包围 ， 这 些 血管 带 有 血管 平滑 肌 标 志 物 aSMA CAL 1C) 。 产 生 肿 瘤 的 上 
皮 细 胞 也 是 GT198 阳性 ， 而 附近 的 正常 上 皮 细 胞 则 是 GT198 阴性 (图 1C) 。 因 为 周 细胞 是 干 
细胞 ， 可 以 补充 上 皮 细 胞 基底 层 的 祖 细胞 。 因 此 ， 上 皮 细 胞 衍生 的 肿瘤 ， 和 血管 与 基质 结 节 衍 
生 的 肿瘤 ， 有 可 能 都 起 源 于 血管 生成 的 周 细胞 。 这 一 点 当 使 用 GT198 蛋白 作为 周 细胞 染色 标记 
时 就 变 得 清晰 。 有 和 肿瘤 起 源 于 上 皮 和 血管 的 两 个 不 同 概念 现在 就 可 以 被 调和 ， 即 肿瘤 都 起 源 于 周 
细胞 。 在 肿瘤 内 发 现 了 散在 的 GT198 和 aSMA 双阳 性 细胞 进一步 支持 肿瘤 从 血管 起 源 的 观点 
(图 1D 和 补充 图 1) 。 结 果 显 示 血 管 生 成 中 增生 的 血管 首先 发 展 为 早期 肿瘤 细胞 ， 然 后 在 肿 
瘤 长 大 成 熟 后 血管 解体 。 上 述 结果 与 我 们 以 前 的 研究 一 致 [10]， 这 些 证 据 共 同 证 明 血 管 生 成 中 
的 周 细胞 是 人 类 口腔 癌 中 的 肿瘤 起 源 。 
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2.2 肿瘤 药物 包括 多 柔 比 星 和 紫杉醇 是 GT198 的 抑制 剂 


GT198 表达 是 肿瘤 血管 生成 的 特异 性 标志 。 为 了 检验 GT198 抑制 剂 是 否 具有 抗 癌 作 用 ， 
我 们 首先 选择 临床 上 已 成 功 的 抗 癌 药 进行 了 验证 。 为 了 能 测量 GT198 在 体外 的 直接 抑制 活性 ， 
我 们 开发 了 一 种 体外 DNA 结合 试验 。 将 GT198 重组 蛋白 质 粘 附 在 96 孔 板 上 ， 在 有 药物 抑制 剂 
的 条 件 下 ， 检 测 其 与 生物 素 标 记 的 DNA 的 结合 能 力 。 生 物 素 标记 的 DNA 含量 可 以 通过 链 霉 菌 
PUR AO CARP) 偶 联 物 和 殉 光 法 来 检测 〈 图 2A-BO 。 首 先 ， 用 牛 血清 白 蛋 白 BSA 
作为 阴性 对 照 ， 检 测 了 DNA 和 GT198 之 间 的 结合 半 最 大 效应 浓度 为 ECso=43 nM (图 2C) 。 
这 一 结果 也 显示 ， 结 合 饱 和 前 的 DNA 浓度 大 约 为 150 nM (图 2C) ， 这 是 一 个 可 以 用 于 后 续 
分 析 的 最 佳 DNA 浓度 。 此 浓度 可 以 得 到 最 强 的 检测 信号 ， 同 时 允许 最 有 效 的 药物 竞争 抑制 。 
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图 1. 人 口腔 癌 中 GT198 阳性 的 血管 生成 。(A) EU os ic Ak I, PE Ae 
中 的 血管 周 细胞 。(B) 人 口腔 癌 中 GT198 免疫 组 化 染色 。 静 止血 管 的 周 细胞 为 GT198 阴性 。 血管 生成 中 的 周 
细胞 、 游 离 的 周 细胞 和 肿瘤 中 的 血管 周 细胞 为 GT198 阳性 。 肿 瘤 围绕 的 血管 有 功能 里 面 有 红细胞 。 方 框 区 放 
大 于 下 面 。(C) 在 一 个 上 皮 性 口腔 癌 中 ， 血 管 生 成 的 GT198 阳性 血管 聚集 于 GT198 阳性 肿瘤 上 皮 周 围 。 相 邻 的 
切片 用 红色 GT198 和 绿色 的 aSMA 进行 免疫 荧光 双 染 ， 蓝 色 DAPI RY. (D) GT198 和 aSMA 在 同一 患者 口腔 
肿瘤 中 双 染 ， 显 示 肿 瘤 中心 有 一 个 血管 。 方 框 区 放大 于 右边 。 扩 展 视 野 见 补充 图 1。 箭 头 表 示 GT198 阳性 周 细 
胞 。 免 疫 组 化 切片 用 苏 木 精 反 染 。 比 例 尺 =100 微米 。 
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图 2，GT198 是 抗 癌 化 药 的 靶 标 。 CA) 模型 显示 竞争 性 与 非 竞争 性 药物 抑制 GT198 二 聚 体 与 DNA 的 结合 。 
(B) DNA 结合 测 活 法 流程 图 。(C) 以 BSA 为 阴性 对 照 ， 生 物 素 偶 联 的 DNA 与 GT198 结合 的 曲线 ，ECso=43 nM. 
(D) 临床 药物 对 GT198 5 DNA 结合 的 抑制 曲线 。ICsos 通过 sigmoidal 曲线 拟 合 测量 。 数 据 代表 重复 实验 的 平均 
值 土 标准 误差 。 CE) 结合 亲和力 与 结合 效力 的 比较 模型 。 


之 后 ， 我 们 测试 了 多 种 抗 癌 化 疗 药物 对 GT198 的 抑制 作用 。 测 试 半 数 抑制 浓度 ICso 是 
在 药物 梯度 稀释 浓度 下 和 150nM 的 DNA 条 件 下 来 进行 。 出 乎 意料 的 是 ， 发 现 许 多 抗 癌 化 药 都 
是 阳性 GT198 抑制 剂 。 多 柔 比 星 的 亲和力 较 低 (ICso=341 nM) ， 但 抑制 效力 相对 高 ， 而 紫 杉 
醇 〈ICso=5.0 nM) 和 依托 泊 背 〈ICso=24.2 nM) 的 亲和力 高 ， 但 抑制 效力 较 差 〈 图 2D-E) 。 喜 
树 碱 的 亲和力 极 差 〈ICso=2.06 uM) ， 卡 铂 完全 不 抑制 GT198 C] 2D) 。 这 是 第 一 次 利用 这 些 
药物 的 共同 靶 点 GT198 在 体外 交叉 比较 它们 的 结合 特性 。 这 一 发 现 可 能 具有 临床 意义 ， 因 为 紫 
杉 醇 或 依托 泊 昔 的 临床 耐 受 性 和 低 毒 性 是 由 于 它们 的 高 亲和力 [40,41]; 强 效 的 多 柔 比 星 反 映 了 
它 的 高 结合 效力 ， 虽 然 它 毒 性 大 些 [42]， 与 高 度 临床 成 功 的 紫杉醇 相 比 ， 喜 树 碱 的 临床 失败 可 
能 是 由 于 其 亲和力 相当 差 的 原因 [43,44]. 

当 比 对 同类 药物 之 间 的 相似 性 时 ，GT198 是 个 真正 的 药物 训 标 就 更 加 明显 。 在 多 柔 比 
FRE (UP, OK FE RE (ICso=187.4 nM) MAER (ICs=1499 nM) Lt pri Eb 
(ICso=362.4 nM) 、 表 柔 比 星 〈ICso=749.6 nM) 和 成 柔 比 星 〈ICso=973.3 nM) 来 显示 出 更 好 
的 亲和力 〈 图 3A) 。 米 托 草 醒 具有 最 高 的 效力 ， 导 致 几乎 完全 的 抑制 。 然 而 ， 它 们 的 结合 亲 
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和 力 都 在 几 百 纳 摩尔 的 相近 范围 内 。 
力 都 一 样 差 ， 或 几乎 不 能 抑 人 


相 比 之 下 ， 


喜 树 碱 及 其 类 似 物 伊 立 替 康 和 拓扑 蔡 康 的 亲 和 


| GT198 (图 3B) 。 
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图 3. 多 柔 比 星 对 GT198 的 竞争 性 抑制 。 
HZR, IC50s 如 图 所 示 。(C) 在 有 CH 
作为 竞争 物 ， 使 结 A 
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(A-B) 多 柔 比 星 类 似 物 和 喜 


均值 绘制 的 双 倒 数 图 中 ， 
扑 异 构 酶 I 和 IIB 之 间 的 蛋白 序列 同 源 性 (Clustal Omega) 


1 线 向 右 偏 移 。 


图 2。 


M 


恒定 Vmax 与 多 柔 比 星 增加 的 Km 表示 竞争 性 抑 
。 星 号 表示 相同 的 氨基 酸 残 基 ， 圆 点 表示 同 源 的 残 


Camptothecin 
IC50=2060 nM 


Irinotecan 
IC50=ND 


Topotecan 
IC50=ND 


树 碱 类 似 物 对 GT198 与 DNA 结合 的 抑 
色 ) 与 没有 (红色 ) 100nM 多 柔 比 星 时 ，DNA 与 GT198 的 结合 曲线 。 
(D) 在 使 用 C 组 中 高 浓度 数据 点 (37. 111. 333. 1000nM) 


(E) À GT198 M DNA 拓 


我 们 进一步 发 现 ， 多 柔 比 星 是 GT198 的 一 个 竞争 性 抑制 剂 〈 图 3C-DO 。 随 着 DNA W 
度 的 增加 ， 多 柔 比 星 对 GT198 的 结合 被 竞争 性 地 抵消 了 (图 3C) 。 双 倒数 图 分 析 显 示 DNA 和 
多 柔 比 星 是 竞争 性 结合 (图 3D) 。 在 100nM 多 和 柔 比 星 与 OnM 对 照 图 中 ， 恒 定 的 Vmax 与 增加 
的 Km 表明 多 柔 比 星 与 DNA 在 GT198 分 子 上 的 结合 位 点 相同 。 因 此 ， 多 柔 比 星 直接 阻挡 了 
GT198 的 DNA 结合 部 位 (图 2A 的 模型 ) 。 作 为 一 种 竞争 性 抑制 剂 ， 多 柔 比 星 产生 了 抑制 的 高 
效力 (图 2E 中 的 模型 ) 。 相 反 ， 我 们 在 另 一 项 研究 中 发 现 ， 紫 杉 醇 是 一 种 GT198 的 变 构 性 抑 
制剂 或 非 竞 争 性 抑制 剂 [45]。 变 构 抑 制 可 能 导致 相当 不 完全 的 抑制 ， 造 成 较 差 的 结合 效力 〈 图 
2A 和 2D) 。 我 们 的 结果 提供 了 这 样 的 解释 : 多 柔 比 星 由 于 结合 效力 高 而 成 为 一 个 强 效 的 药物 ， 
但 毒性 也 大 。 紫 杉 醇 由 于 亲和力 高 但 效力 低 成 为 药物 敏感 性 好 的 药物 。 高 亲和力 与 低 毒性 有 正 
相关 ， 因 为 较 低 的 药物 浓度 已 经 足以 产生 抑制 。 

许多 临床 抗 癌 药 物 成 为 GT198 的 抑制 剂 ， 这 最 初 是 出 人 意料 的 但 后 来 就 不 再 令 人 惊讶 。 
因为 GT198 与 DNA 拓扑 异 构 酶 1 和 工具 有 和 蛋白 序列 同 源 性 (图 3E 和 补充 图 2) 。DNA 拓扑 
异 构 酶 是 多 柔 比 星 、 依 托 泊 苷 和 喜 树 碱 类 似 物 以 前 已 知 的 误 标 [46-48]. 5; GT198 一 样 ，DNA 
拓扑 异 构 酶 是 一 个 参与 基因 转录 和 重组 的 DNA 结合 蛋白 。 因 此 ， 和 蛋白 序列 的 同 源 性 进一步 验 
证 了 GT198 是 一 个 以 前 未 识 的 拓扑 异 构 酶 抑制 剂 的 计 点 。 


2.3 从 NCI 肿瘤 药物 中 鉴定 GT198 抑制 剂 


以 上 的 发 现 促使 我 们 进一步 检测 作为 GT198 抑制 剂 的 其 他 抗 肿瘤 药物 。 利 用 上 述 DNA 

结合 试验 ， 我 们 从 美国 国家 癌症 研究 所 NCI) 的 临床 肿瘤 药物 集 VIL 中 筛选 了 129 种 抗 肿瘤 
药物 ( 表 1 和 补充 表 D 。 图 中 选 出 40 种 药物 来 进行 比较 (图 4) ， 只 有 部 分 阳性 抑制 剂 分 析 
了 它们 的 ICso 值 和 结合 效力 C DD 。 确 定 的 GT198 抑制 剂 包括 多 柔 比 星 类 似 物 ， 紫 杉 醇 和 多 
西 紫杉醇 ;依托 泊 苷 和 替 尼 泊 昔 。 此 外 ， 阳 性 抑制 剂 还 包括 放 线 菌 素 D 、 卡 非 佐 米 、 西 罗 英 司 
〈 雷 帕 霉 素 ) . PSB OE) 、 舒 尼 蔡 尼 、 三 氟 胸 苷 和 所 基 乙 酰 丙 酸 (图 4 和 表 D. 
不 是 来 自 NCI 药物 集 的 雷公 蔷 红 素 也 被 发 现 为 阳性 〈 表 1) 。 许 多 药物 是 阴性 的 ， 包 括 铂 类 抑 
制剂 、 甲 氨 蝶 叭 和 长 春 新 碱 。 在 所 有 被 测试 为 GT198 抑制 剂 的 药物 中 ， 米 托 草 醒 的 抑制 效力 最 
高 ， 紫 杉 醇 的 亲和力 最 好 CE 1) [45]。 
o 值得 注意 的 是 ， 许 多 药物 在 历史 上 都 被 发 现 有 其 他 作用 机 制 。 例 如 ， 格 列 卫 是 一 种 Abl 
酷 氨 酸 激酶 的 抑制 剂 。 然 而 ， 在 传统 的 药物 开发 过 程 中 ， 从 苗头 化 合 物 到 先导 化 合 物 ， 再 到 候 
选 化 合 物 ， 经 过 多 项 筛选 过 程 。 通 常 ， 后 面 的 步 又 需要 进行 细胞 和 动物 试验 ， 而 GT198 蛋白 是 
诱导 细胞 凋 亡 的 一 个 显著 的 细胞 毒性 靶 点 [33]， 许 多 小 鼠 肿瘤 模型 中 GT198 蛋白 也 是 高 表达 的 
[10,37]。 因 此 ， 格 列 卫 可 能 在 体内 同时 抑制 酷 氨 酸 激酶 和 GT198， 只 是 直到 本 研究 才 发 现 
GT198 也 是 其 靶 点 。 同 样 ， 本 研究 发 现 的 其 他 一 些 GT198 抑制 剂 中 ， 也 可 能 有 一 个 以 上 的 体内 
WU eT. 


-=> 
= 


2.4 抑制 GT198 的 抗 癌 草药 


为 了 寻求 更 好 的 既 有 高 亲和力 又 有 高 效力 的 GT198 抑制 剂 ， 我 们 检测 了 一 些 在 治疗 人 
类 瘤 症 方面 有 成 功 历史 的 草药 。 选 择 每 种 草药 的 理由 在 下 面 讨论 中 进行 了 详细 盖 述 。 两 种 最 具 
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图 SC) . €AH 


醇 提 取 并 进行 了 DNA 结合 试验 测试 。 与 阴性 
| (ICso=0.54 ng/h1， 效 力 =92%) 都 表 
胶 层 析 柱 分 析 了 洗 脱 组 分 的 极 性 ， 我 们 发 现 两 


| 活性 成 分 比 多 


有 潜力 的 抗 癌 草 药 是 原 产 于 牙买加 的 多 香 果 (Allspice，Pimenta dioica) 和 原 产 于 中 
| (Gleditsia sinensis L., GSL) 。 通 过 乙 
草 相 比 ， 多 香 果 (ICso=1.77 ng/W1， 效 力 =86%) FAFA 
图 SA-BO 。 使 用 硅 
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四 种 树木 的 校 条 
这 些 树 


Ei 
AE 


A 


结果 证 实 了 皂 角 
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图 6A-B) 。 四 种 


(Morus australis) 、 核 


BREZ (Juglans regia L.) 、 十 大 功劳 (Mahonia oiwakensis) 和 降 香 (Dalbergia odorifera) 。 当 


单独 测试 


村， 我 们 发 现 所 有 四 种 
活性 比 阳 性 对 照 的 多 香 果 低 〈 图 


提取 物 都 对 GT198 A ili 
6A) 。 这 四 种 草药 在 亚洲 者 


性 不 高 ， 但 它们 的 组 合 可 能 会 协同 增强 药 效 。 
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制作 用 。 尽 管 在 相同 的 浓度 下 ， 它 们 的 


是 常用 草药 ， 虽 然 每 种 草药 的 活 
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图 4. 临床 抗 肿瘤 药 对 GT198 的 抑制 。 临 床 抗 癌 化 药 用 DNA 结合 试验 测 活 。 抑 人 


DNA 
增加 。 


LEA 


结合 的 相对 倒数 值 。 黑 色 


箭头 表示 多 和 柔 比 星 类 似 物 。 白 


只 选择 显示 了 40 种 抗 癌 药 ， 


其 余 抗 癌 药 结果 见 补充 表 1 。 
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图 5. 抗 癌 草 药 对 GT198 的 抑制 。 (A) AAR (GSL) 和 多 香 果 (Allspice) 提取 物 抑 制 GT198 的 DNA 结合 
活性 。 甘 草 (Licorice) 是 阴性 对 照 。IC50s 如 图 所 示 。(B) A 中 使 用 的 植物 及 相应 药材 的 照片 。 (C) 皂 角 刺 和 


多 香 果 的 硅胶 层 析 柱 分 离 。 


箭头 表示 从 非 极 性 洗 脱 到 极 性 时 ， 它 们 的 活性 成 分 具有 不 同 极 性 。(D)TUNEL 检测 


皂 角 刺 在 HeLa 细胞 中 的 凋 亡 活性 。 镜 下 阳性 细胞 定量 表示 如 右 图 所 示 。 


男 一 种 被 测试 的 草药 是 一 种 来 自 厄 瓜 多 尔 的 商业 化 保健 产品 ， 名 为 BIRM. BIRM 是 生 


物 免 疫 反 应 调节 剂 (Biological Immune Response Modulator) 的 缩写 。BIRM 是 厄瓜多尔 植物 
dulcamara (Kalanchoe gastonis-bonnieri Raym) 干燥 根部 的 水 提取 物 。BIRM 提取 物 在 抑制 


GT198 方面 显示 出 高 效力 以 及 高 亲和力 〈ICso=7.12 ng/l (图 6C-D) 。 除 了 大 量 人 类 癌症 治 


FECHA, BIRM 在 细胞 和 动物 模型 中 通过 调节 雄性 激素 受 体 对 抑制 前 列 


疗 的 证 据 外 ， 以 前 的 


腺 癌 有 效 [50,51]。 本 万 


究 首 次 发 现 GT198 是 BIRM 的 直接 靶 点 ， 可 以 解释 的 是 ，GT198 也 是 


雄性 激素 受 体 通路 上 的 转录 辅 激活 因子 [23]. 


非常 重要 的 是 ， 
上 有 大 量 关 于 多 香 果 和 


大 多 数 确 定 的 抗 GT198 抗 癌 草 药 也 是 已 知 的 抗 感染 草药 ( 表 2) 。 网 
BIRM 治疗 病毒 和 细菌 感染 的 证 据 。 皂 角 刺 也 被 证 明 具 有 抗 HIV 病毒 的 


作用 [52]， 并 在 亚洲 2020 年 被 用 于 抗 新 冠 大 流行 。 由 于 感染 中 的 急性 炎症 和 癌症 中 的 慢性 炎 


症 都 同样 会 激活 血管 生 


成 ， 抑 制 血管 生成 的 GT198 抑制 剂 或 草药 可 能 成 为 双重 有 效 的 抗 癌 和 抗 
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图 6. 抗 癌 草 药 商 品 对 GT198 的 抑制 。(A) 四 种 树枝 的 乙醇 提取 物 抑制 GT198 的 DNA 结合 。 这 四 种 树 是 台湾 抗 


癌 药 中 的 桑 枝 、 
醇 提 取 物 照片 。 
对 照 。IC50s 如 


核桃 枝 、 台 湾 十 大 功劳 和 降 香 。 多 香 果 为 阳性 对 照 。 (B) 四 种 植物 及 相应 药材 与 A 中 检测 的 乙 
(C) BIRM， 是 厄瓜多尔 一 种 植物 根 提取 物 ， 可 抑制 GT198 的 DNA 结合 活性 。 多 香 果 为 阳性 
图 所 示 。(D) BIRM 植物 的 照片 。 


2.5 多 香 果 的 部 分 有 机 纯化 


使 用 有 机 化 学 方法 进行 天 然 产物 纯化 ， 需 要 一 个 有 效 的 体外 测 活 方法 来 监测 每 个 纯化 
步骤 中 的 活性 组 分 。 上 面 描述 的 高 度 敏感 的 DNA 结合 测 活 试验 是 一 个 监测 草药 纯化 的 理想 方 
法 。 我 们 首先 用 硅胶 层 析 柱 对 多 香 果 甲 醇 提取 物 进行 分 馏 ， 得 到 有 活性 成 分 的 第 8 182) (E 


7A) 。 通 过 


交换 层 析 柱 法 对 第 3 活性 峰 进行 纯化 。 最 高 活性 的 组 分 在 60 mM NaCl 下 被 洗 脱 《图 7C) 。 通 


BI! HPLC 进一步 分 离 ， 得 到 第 3 活性 峰 (图 7B) 。 然后 通过 Mono-Q 阴离子 


过 反 相 HPLC 进一步 分 析 60 mM NaCl 馏 分， 具有 最 高 活性 的 成 分 为 第 3 峰 (图 7D〉，。 根 据 进 


一 步 的 分 析 ， 
这 些 
DNA 结合 测 


第 3 峰 还 不 是 很 纯 ， 需 要 进一步 纯化 才 可 获得 单一 化 合 物 。 
部 分 纯化 结果 已 经 证 明了 天 然 产物 纯化 的 极 大 可 行 性 。 以 GT198 为 药物 靶 点 的 
活 法 可 以 进行 有 机 纯化 的 监测 。 由 于 该 检测 方法 速度 快 、 灵 敏 度 高 ， 我 们 预计 许 


多 阳性 药材 可 以 通过 纯化 获得 化 学 药物 。 或 通过 部 分 纯化 去 除 有 毒 成 分 ， 成 为 更 安全 的 中 成 药 。 
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图 7. 部 分 纯化 多 香 果 。(A) 通过 硅胶 层 析 柱 分 离 纯化 多 香 果 的 乙酸 乙 酯 提取 物 ， 得 到 第 8 号 活性 馏分 。 每 个 馏 
分 的 颜色 显示 于 下 。(B) 第 8 号 馏分 通过 反 相 HPLC 纯化 ， 得 到 一 个 3 号 活性 峰 。(C) 3 号 峰 通过 Mono-Q D] Ex 
子 交 换 层 析 进 一 步 纯 化 ， 活 性 馏分 于 60mMNaCl 洗 脱 。(D) 通过 反 相 HPLC 分 析 60mM 馏分 ， 并 对 每 个 馏分 进 
行 活性 测定 。 


3. 讨论 


GT198 基 因 最 早 于 1995 年 首次 报道 。 其 cDNA 部 分 序列 的 发 现 是 由 于 当时 第 选 了 17g21 
染色 体位 点 上 的 乳癌 基因 [53]， BRCA1 被 发 现 后 停止 了 位 点 上 其 它 基因 的 研究 。GT198 现在 
己 经 走出 历史 阴影 ， 成 为 一 个 极 重要 的 人 癌症 基因 。NCBI 的 原始 基因 符号 是 HUMGTI98A, 
后 来 改名 为 PBMC3IP。 人 GT198 全 长 蛋白 最 初 被 发 现 为 基因 调节 的 转录 辅 激 活 因 子 [23]， 其 
小 鼠 同 源 序列 为 TBP 相互 作用 的 蛋白 [54]。 随 后 ， 由 于 其 功能 与 酵母 中 Hop 和 蛋白 相似 ， 在 减 
数 分 裂 [55]， 和 DNA 修复 [24,39]， 中 的 功能 多 以 别名 Hop2 发 表 。 如 今 ， 文 献 中 使 用 的 别名 分 
别 包 括 癌症 研究 中 的 GT198， 生 化 研究 中 的 Hop2 或 TBPIP， 以 及 遗传 学 研究 中 的 PSMC37P。 
不 同 的 研究 重点 反映 了 GT198 的 高 度 复杂 功能 ， 这 在 早期 的 发 现 中 是 不 易 统一 的 。 随 
着 证 据 的 不 断 积 累 ，GT198 的 功能 显得 更 加 统一 了 。 在 细胞 核 生 化 功能 方面 ，GT198 与 DNA 
结合 ， 因 此 它 可 以 刺激 转录 、 重 组 、DNA 修复 和 减 数 分 裂 [56]。 许 多 核 蛋 白 与 GT198 相互 作 
j， 包 括 类 固 醇 激 素 受 体 [23]， 和 DNA 修复 因子 [56]。 从 癌症 生物 学 的 角度 来 看 ，GT198 能 
节 干 细胞 ， 刺 激 周 细胞 和 血管 生成 [34,36]， 并 能 诱导 细胞 凋 亡 [33]。 从 遗传 学 角度 上 看 ， 
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SH 


GT198 基因 在 癌症 [27,28,34]， 和 卵巢 疾病 [29]， 中 携带 种 系 和 体系 突变 。 我 们 目前 的 研究 将 
GT198 的 功能 扩展 到 一 个 新 的 层面 。 作 为 一 个 多 种 抗 癌 药 的 靶 点 ，GT198 对 阐明 肿瘤 发 生机 制 
提供 了 进一步 的 支撑 [57]。 
当 发 现 GT198 是 多 种 临床 成 功 抗 癌 药 的 直接 靶 点 之 后 ( 表 D ， 以 前 许多 药物 的 作用 
机 制 就 需要 重新 审视 。 我 们 发 现 ， 过 去 的 许多 证 据 确实 可 以 与 GT198 的 机 制 协调 一 致 。GT198 
蛋白 与 DNA 拓扑 异 构 酶 1 和 APY (图 3E) ， 为 多 柔 比 星 、 依 托 泊 苷 、 喜 树 碱 及 其 
同 源 物 作 为 GT198 抑制 剂 提 供 了 直接 解释 。 更 加 一 致 的 是 ， 多 柔 比 星 [58]、 依 托 泊 苷 [59]， 和 
喜 树 碱 [60]， 也 具有 血管 生成 抑制 的 功能 。 多 和 柔 比 星 在 临床 心血 管 中 的 副 毒 作用 也 可 能 与 1 
周 细胞 的 过 度 抑 制 有 关 。 做 为 GT198 抑制 剂 ， 放 线 菌 素 D 具有 细胞 毒性 并 能 调节 DNA 功能 
可 以 解释 [61]。 此 外 ， 紫 杉 醇 的 机 制 与 抑制 有 丝 分 裂 、 细 胞 凋 亡 、 血 管 生成 都 有 关 [62]， 紫 杉 
醇 的 临床 副作用 与 GT198 的 正常 骨 人 髓 神经 组 织 表 达 有 正 相 关 [10,45]。 由 于 具有 血管 生成 抑制 
剂 的 功能 ， 紫 杉 醇和 多 西 紫 杉 醇 是 人 类 口腔 癌 的 常用 化 疗 药 物 。 抑 制 血管 生成 也 被 证 明 是 格 列 
卫 [63]、 氨 基 乙 酰 丙 酸 [64]， 和 雷公 滕 红 素 [65] 的 活性 。 铂 类 DNA 抑制 剂 不 能 直接 抑制 GT198 
(图 2D 和 表 1) ， 可 能 是 由 于 它们 与 DNA 交 联 而 不 是 DNA RAA. ERWE KH GT198 
作为 关键 的 癌 蛋 白 ， 是 迄今 为 止 许多 其 它 癌 蛋白 在 功能 上 所 无 法 比拟 的 。 由 于 许多 药物 还 没有 
被 经 过 测试 ， 未 来 可 能 还 会 发 现 更 多 的 GT198 抑制 剂 。 

自古 以 来 ， 草 药 是 医药 的 主要 形式 ， 在 大 多 数 发 展 中 国家 现在 仍 在 使 用 。 许 多 草药 学 
书籍 中 都 描述 了 草药 的 大 量 复杂 用 途 ， 历 史上 大 约 有 7 万 种 植物 已 被 用 作 药 物 [66]。 与 人 工 化 
学 合成 的 非 天 然 化 合 物 相 比 ， 许 多 天 然 成 分 毒性 较 小 。 这 是 因为 人 类 与 环境 中 的 植物 长 期 共同 
进化 的 结果 ， 人 类 已 经 适应 了 天 然 产 物 的 分 子 成 份 。 各 种 成 功 的 临床 抗 肿瘤 药物 最 初 都 往往 来 
自 于 植物 ， 如 太平 洋 紫 杉 树 中 的 紫杉醇 和 美洲 鬼 白 中 的 依托 泊 苷 。 

当 从 现 有 的 肿瘤 药物 中 发 现 了 GT198 抑制 剂 时 ， 我 们 意识 到 它们 多 数 抑制 GT198 的 杀 
和 力 或 效力 双方 面 不 能 两 全 其 美 。 我 们 推测 抗 癌 草 药 中 可 能 存在 更 完美 的 GT198 抑制 剂 。 这 一 
判断 是 基于 这 样 几 点 事实 : GT198 是 重要 的 癌症 发 生 诱 因 ; GT198 和 蛋白 是 一 个 药物 靶 标 ， 抗 癌 
草药 临床 治疗 有 着 大 量 的 历史 见证 。 之 后 ， 我 们 选择 并 测试 了 一 些 具 有 成 功 治疗 人 类 癌症 历史 
的 草药 材 。 
‘AFAR (Gleditsia sinensis L.) 选 自 一 本 名 为 《本 草 纲 目 》 的 中 国药 书 。 该 书 是 联合 国 
教科 文 组 织 注册 的 遗产 。 图 解 本 草 纲 目 《〈 紫 图 图 书 ) 中 的 文字 改编 自明 代 中 药学 家 李时珍 
(1518-1593) 的 著作 [67]。 在 描述 的 1200 多 种 草药 中 ， 只 有 皂 角 刺 对 所 有 生殖 器 官 都 有 影响 ， 
包括 乳腺 、 卵 梨 、 举 丸 、 胎 盘 和 子宫 ， 这 与 GT198 的 功能 特点 正 相 关 。 书 中 描述 ， 皂 角 刺 对 治 
疗 妇 女 腹部 肿瘤 块 有 极 效 。 如 今 ， 皂 角 刺 在 亚洲 被 广泛 用 作 抗 癌 草 药 ， 而 且 皂 角 刺 树木 也 被 大 
量 种 植 ， 用 于 中 药 抗 癌 。 在 PubMed 中 ， 大 约 有 一 百 篇 学 术 文献 描述 了 对 皂 角 刺 的 研究 ， 包 括 
针对 乳腺 癌 和 前 列 腺 癌 的 抗 癌 活性 [68,69]， 以 及 对 肿瘤 血管 生成 的 影响 [70,71]。 皂 角 刺 的 生 
物 活性 也 有 综述 [72]。 

选择 牙买加 的 多 香 果 和 厄瓜多尔 的 BIRM 是 由 于 它们 有 在 南美 洲 临 床 治疗 前 列 腺 癌 的 
历史 。 多 香 果 以 其 绿色 有 机 和 保健 益处 众多 而 闻名 ， 包 括 其 抗 病毒 感染 、 抗 氧化 和 增强 免疫 力 
的 功能 。 过 去 牙科 医生 经 常 使 用 多 香 果 进行 口腔 保健 消炎 防 感染 。 我 们 学 校 的 研究 人 员 表 明 ， 
多 香 果 提取 物 [49,73,74]， 和 BIRM [50,51]， 都 含有 活性 成 分 能 在 小 鼠 模 型 中 产生 凋 亡 和 抗 癌 
功能 。 这 两 种 草药 都 影响 了 前 列 腺 癌 中 雄性 激素 受 体 的 介 导 。 由 于 GT198 是 一 种 雄 激素 受 体 介 
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导 基 因 激 活 中 的 转录 辅 激活 因子 ， 我 们 测试 并 确认 了 GT198 为 多 香 果 和 BIRM WARA CA 
5A 和 6C) 。 


表 1. 抑制 GT198 的 临床 抗 癌 化 疗 药物 


已 经 测试 ICso 的 药物 显示 ICso 和 2 pM 浓度 时 的 效力 为 抑制 百分比 (%)〉 。 没 有 测试 ICso 的 药物 只 显 
示 为 有 活性 或 非 活 性 。 连 字符 C) 表示 ICso 未 测 。 


药 名 亲和力 ICso 35 7] 96 以 前 抑制 机 制 
Mitoxantrone 2KTE AME 187 nM 9096 拓扑 异 构 酮 
Daunorubicin 柔 红 霉 素 149 nM 48% 拓扑 异 构 酶 
Doxorubicin 多 柔 比 星 307 nM 61% 拓扑 异 构 酶 
Idarubicin 伊 达 比 星 362 nM 56% Ja Fr J B 
Epirubicin 表 柔 比 星 749 nM 50% 拓扑 异 构 酶 
Valrubicin RKE 973 nM 26% 拓扑 异 构 酶 
Paclitaxel (Taxol) 紫杉醇 5nM 3296 微 管 
Docetaxel 多 西 他 赛 E 活性 微 管 
= Cabazitaxel 卡巴 他 赛 - 非 活性 微 管 
> Vincristine 长 春 新 碱 - 非 活性 微 管 
=> Etoposide 依托 泊 昔 24 nM 42% 拓扑 异 构 栈 
V Teniposide 蔡 尼 泊 昔 - 活性 拓扑 异 构 酶 
: Camptothecin 喜 树 碱 2060 nM 30% Ja TE E J BB 
D Topotecan 拓扑 蔡 康 >2000 nM 4% 3nd oe Bë 
Irinotecan ftr. ë HE >2000 nM 10% 拓扑 异 构 酶 
J Dactinomycin 放 线 菌 素 D - 活性 Ja TE E uJ Bë 
> Celastrol #2 RZ. 350 nM 30% 广 谱 抑制 
d Carfilzomib 卡 非 佐 米 - 活性 蛋白酶 体 
E Sirolimus (Rapamycin) EEK - 活性 mTOR 
Imatinib (Gleevec) ft 1 # JE i 活性 Tt s B A IE 
Sunitinib $f JE # JE - 活性 酷 氨 酸 激 酶 
Trifluridine 三 气胸 苷 - 活性 DNA 抑制 剂 
= Aminolevulinic acid 氮 基 乙酰 两 酸 - 活性 光 动 力 
j Carboplatin -F4 - 非 活性 铂金 DNA 抑制 剂 
Cisplatin JIE - 非 活性 铂金 DNA 抑制 剂 


选择 一 种 来 自 台 湾 的 含有 四 种 树枝 的 中 草药 进行 测试 ， 是 因为 这 味 中 药 在 治疗 人 类 结 
肠 癌 方面 有 大 量 的 成 功 见 证 。 中 药 书籍 曾 描 述 桑 枝 和 核桃 枝 具 有 多 种 健康 益处 ， 而 十 大 功劳 和 
降 香 是 历史 悠久 的 著名 抗 癌 药 材 。 虽 然 它们 在 抑制 GT198 方面 表现 出 的 活性 不 如 多 香 果 (图 
6A) ， 但 四 者 的 联合 可 能 具有 协同 增 效 的 抗 癌 作 用 。 其 优点 是 这 四 种 树 校 的 毒性 都 相对 较 小 。 

此 外 ， 我 们 同时 测试 了 许多 其 他 草药 提取 物 作为 阴性 对 照 ( 表 2 和 数据 未 显示 ) ， 以 
角 保 检测 到 的 活性 不 是 由 于 从 植物 提取 物 造 成 的 非特 异 假象 。 观 察 到 的 最 高 抑制 灵敏 度 是 在 是 
角 刺 提取 物 中 ， 可 在 0.2 ng/ul 浓度 下 被 检 出 。 考 虑 到 通常 有 千 百 种 不 同 的 分 子 存 在 于 粗 提 物 
中 ， 如 果 是 角 刺 的 活性 成 分 被 纯化 ， 预 期 的 活性 化 合 物 亲 和 力 可 能 相当 好 《〈ICso<l nM) 。 如 
果 以 毒性 低 为 考虑 重点 ， 则 多 香 果 是 一 种 无 需 纯 化 的 最 佳 草药 。 因 为 它 是 一 种 西方 广泛 使 用 的 
绿色 有 机 香料 食品 ， 而 且 对 健康 有 益 。 


zu 
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在 研究 持 抗 GT198 的 草药 时 ， 发 现 了 一 个 有 重要 性 的 现象 ， 即 所 有 阳性 的 抗 癌 草 药 也 
是 抗 炎 抗 感染 草药 ( 表 2) 。 事 实 上 ， 多 香 果 和 BIRM 的 抗 病毒 和 抗 细菌 活性 比 抗 癌 活 性 更 突 
出 而 广为人知 。2020 年 ， 皂 角 刺 和 降 香 已 被 用 于 防治 新 冠 流行 。 如 果 考 虑 到 感染 中 的 急性 炎症 
和 癌症 中 的 慢性 炎症 共享 相同 的 血管 生成 周 细胞 ， 在 这 两 种 情况 下 都 过 度 表 达 GT198， 这 一 现 
象 就 可 以 解释 而 不 会 奇怪 。 炎 症 反 应 时 ， 炎 症 信号 通常 激活 周 细胞 干细胞 ， 以 便 随后 的 生长 和 
炎症 反应 。 只 是 在 慢性 炎症 和 持续 的 周 细胞 激活 时 则 会 导致 癌症 。 因 此 ， 属 于 GT198 抑制 剂 类 
的 药物 将 可 能 同时 具有 抗 感染 和 抗 癌 作 用 。 大 多 数 肿 瘤 药 物 的 用 途 只 限于 抗 癌 ， 原 因 是 这 些 药 
物 在 药 监 局 批准 时 ， 只 限于 在 临床 试验 过 的 某 种 癌症 范围 内 使 用 ， 还 没有 试验 炎症 患者 。 我 
们 目前 的 研究 有 助 于 推动 已 批准 的 抗 肿瘤 药物 ( 表 1) 在 更 多 癌症 和 感染 性 炎症 中 的 共同 应 用 。 
这 一 努力 能 增加 未 来 抗击 新 冠 流行 的 药物 ， 不 仅 使 用 草药 ， 还 可 使 用 临床 已 批准 的 抗 癌 化 药 。 
因此 ，GT198 靶 点 蛋白 对 于 未 来 开发 双 效 抗 癌 抗 炎 药 至 关 重 要 。 

综 上 所 述 ， 我 们 扩展 了 以 前 的 观察 ， 并 进一步 显示 血管 生成 周 细胞 在 人 类 口腔 癌 中 高 
表达 GT198。 一 组 现 有 的 抗 癌 化 药 被 证 明 为 GT198 的 直接 抑制 剂 ， 包 括 米 托 蕊 醒 、 多 柔 比 星 、 
KERE, RCIA. MARR D AIFS Be. RI. Fil] GT198 的 草药 也 具有 抗 癌 的 成 功 历 
e^ 史 。 此 研究 还 证 实 了 用 GT198 为 靶 标 来 监测 有 机 纯化 天 然 产物 的 可 行 性 。 总 之 ， 这 项 研究 揭示 
S T GT198 是 多 个 现 有 抗 癌 药 鞭 点 的 新 机 制 。GT198 是 一 个 化 合 物 鉴定 和 天 然 产 物 纯化 的 药物 新 
© BE ex. KMA AIER E P OR BE DEDAK 231018 ko ENEH , 


表 2. 抑制 GT198 的 草药 


抑制 GT198 的 效力 是 用 120 ng/ul 的 草药 乙醇 提取 物 测定 的 。 抗 癌 和 抗 炎 的 临床 证 据 表 示 为 : +++， 
WEJEJ 32: ++， 证 据 显著 ，+， 存 在 证 据 ; -， 缺 乏 证 据 。 


草药 名 亲和力 ICso 效力 % bus 抗 炎 植物 原 产 地 
HIF 
V 旺角 刺 0.54 ng/ul, 92% +++ ++ 中 国 ， 韩 国 
C Gleditsia sinensis L. (GSL) 
" 多 香 果 1.77 ng/ul, 86% +++ +H 牙买加 
Pimenta dioica (Allspice) 
BIRM (Dulcamara) 7.12 ne/ul, 74% +++ +++ 厄瓜多尔 
Kalanchoe gastonis-bonnieri 
桑 枝 弱 阳 性 十 ++ 中 国 ， 欧 洲 
Morus australis 
核桃 枝 阳性 十 十 + 欧洲 ， 亚 济 
Juglans regia L. 
十 大 功劳 阳性 +++ +++ 台湾 
Mahonia oiwakensis 
降 香 阳性 +++ + 印度 ， 南 亚 
Dalbergia odorifera T. Chen 
甘草 阴性 - + HE 
Glycyrrhiza uralensis Fisch 
菊花 阴性 - + 日 本 ， 中 国 


Chrysanthemum x morifolium 


T 
p 
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P 
=l 
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4. 实验 方法 
4.1 免疫 组 化 


经 过 亲 和 纯 化 的 GT198 的 多 克隆 兔 抗 体 之 前 已 经 描述 过 [23,34]。 福 尔 马 林 固 定 石蜡 包 


HE CFFPEO 的 病理 切片 经 二 甲 茶 和 乙醇 系列 脱 蜡 和 脱水 后 ， 在 含有 0.05%Triton，pH 6.0 的 
10mM 柠檬 酸 钠 缓冲 液 中 90"C 下 进行 抗原 修复 20 分 钟 。 与 GT198 抗体 (1:200) 在 4° C FIE 


木 精进 行 对 比 染色 。 


育 过 夜 。 结 合 的 抗体 用 生物 素 偶 联 的 第 二 抗体 和 检测 试剂 《Abcam) 来 检测 。 然 后 切片 再 用 苏 


人 类 口腔 癌 FFPE 切片 来 自 于 匹兹堡 大 学 癌症 研究 所 的 头颈 癌 SPORE。 样 本 尊 照 该 机 


构 IRB 指南 而 获取 ， 使 用 的 是 无 法 追溯 识别 受 试 者 的 人 类 癌症 标本 。 本 研究 中 使 ) 


的 五 个 口腔 


癌 标 本 的 临床 分 期 为 : 1) 男性 ，56 岁 ， 正 常 口腔 粘膜 ， 图 1 B， 融 止 期 血管 。2〉 BYE, 50 Z, 
T4N3M0， 图 1B， 血 管 生 成 的 血管 。3) 男性 ，53 岁 ，T3N2M0， 图 1B， 脱 落 的 周 细胞 。4) 


图 ID 和 补充 图 1 为 肿瘤 组 织 。 


4.2 临床 抗 癌 化 药 


男性 ，65 岁 ，T2N1M0， 图 1B， 肿 瘤 内 血管 。5) BRE, 512, T3NIMO, EIC 为 癌 旁 组 织 ; 


包含 有 129 种 临床 抗 癌 化 药 的 药物 集 VIL (4845 号 和 4846 号 板 ) 来 自 于 美国 国家 癌症 


研究 所 (NCI) 的 癌症 治疗 和 诊断 部 门 (DCTD) 下 属 发 展 治疗 项 目 组 (DTP) . 


NCI 药物 外 ， 还 有 一 些 临 床 抗 肿瘤 药物 是 从 奥 古 斯 塔 大 学 药房 获得 。 


4.3 草药 材料 


每 个 药物 的 


化 学 结构 可 以 在 NCI 网 站 上 用 板 号 查 到 https://dtp.cancer.gov/dtpstandard/platemap/index.jsp, 245 
物 也 列 在 补充 表 1 中。 96 孔 板 中 的 每 个 孔 含 有 20 pl ië DMSO 的 10 mM 药物 。 


除了 129 种 


T ffi l| (Gleditsia sinensis L.) 是 皂 角 树干 上 的 环 刺 ， 来 源 于 中 国 云南 省 。 


BARK Z 


醇 提取 物 干粉 由 云南 昆明 制药 集团 公司 的 药物 研究 所 提供 。 原 产地 牙买加 的 干燥 的 多 香 果 来 自 


于 美国 华盛顿 州 的 World Spice Merchants 商店 。BIRM 提取 物 的 干粉 来 自 于 厄瓜多尔 ， 由 奥 古 


斯 塔 大 学 的 Bal Lokeshwar 博士 提供 。 含 有 桑 枝 、 核 桃 校 、 台 湾 十 大 功劳 和 降 香 的 四 种 树枝 抗 


癌 中 药 来 自 台湾 一 家 中 药店 。 两 种 阴性 对 照 药材 甘草 和 菊花 ， 来 自 中 国 一 家 同仁 党 药材 零售 店 
GR 2) 。 药 材 的 乙醇 提取 物 用 于 DNA 结合 试验 以 确定 其 活性 。 皂 角 刺 和 多 香 果 的 甲醇 提取 
物 用 于 层 析 柱 和 HPLC 有 机 化 学 纯化 。 草 药 提取 物 经 过 一 夜 的 干燥 ， 用 分 析 天 平 称 重 ， 以 30 


mg/ml 的 浓度 溶 于 DMSO， 并 储存 在 -80°C 冰柜 。 


4.4 His-tagged 重组 GT198 蛋白 的 纯化 


全 长 的 GT198 BAA 217 个 氨基 酸 [23]。N 端 和 DNA 结合 域 对 其 二 聚 体 化 和 DNA 结 


合 是 必 不 可 少 的 。 然 而 ， 我 们 以 前 曾 报 道 过 它 的 C 端 尾部 (aa 181-217) 会 自我 抑制 降低 其 自 
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身 的 DNA 结合 活性 [33]。 在 体内 ，GT198 的 结合 域 应 该 被 严 加 保护 ， 直 至 被 调控 打开 。 对 于 


体外 检测 ， 去 除 


EET mu 
果 需 要 结合 C 端 


的 


话 


自我 抑制 C 端 将 使 DNA 结 


合 和 信和 号 检测 达到 最 佳 值 。 因 
除 C 端的 GT198 (aa 1-180) ， 以 确保 检测 的 高 灵敏 度 。 去 除 C 端的 潜在 缺点 是 ， 某 些 药物 如 
， 则 可 能 无 法 被 检测 到 。 


此 ， 本 研究 使 用 了 截 


在 大 肠 杆 菌 BL21(DE3)pLysS 中 表达 N 端 His-tag 标 记 的 重组 人 GT198 蛋 白 (aa 1-180) ， 


并 通过 Ni-NTA- 琼 脂 糖 (Qiagen) 纯化。 具体 方法 如 9 
咪唑 洗 脱 后 ， 用 Amicon YM-10 柱 离 心 浓缩 脱盐 ， 加 50% 甘 油 ， 并 在 使 / 
斯 亮 蓝 染色 浓缩 液 (Bio-Rad) 和 2 mg/ml ^Fif 


FE 
E: 


质 浓度 用 蛋白 质 考 马 
(Sigma) 测定 。 


4.5 DNA 结合 测 活 试 验 


EAU ATi [33], GT198 蛋白 质 被 200 mM 


前 储存 在 -80*C。 和 蛋白 
清白 蛋白 CBSA) 标准 液 


体外 结合 测 活 试验 使 用 96 孔 板 ， 用 化 学 交 光 法 检测 生物 素 偶 联 的 DNA 与 GT198 的 结 


合 。 在 检测 中 使 用 单 链 引物 25-mer EWR brid MR [Biotin]-cctggggttgctgaggtcctggcag， 
为 它 足 以 结合 一 个 GT198 二 聚 体 ， 为 非 序 列 特异 结合 。 结 合 使 用 MicroLite™ 2+ 白色 96 和 孔 板 


(Thermo Scientific, #7572) 。 每 孔 先 加 入 含有 400 ng/ 孔 的 重组 His-tag GT198 蛋白 和 5 hg/ 筷 


纯化 BSA (NEB) 的 溶液 ， 体 积 为 50 ul, 96 孔 板 在 37°C 烤箱 中 过 夜 干燥 。 
景 对 照 。 由 于 
验 点 都 使 用 重复 双 孔 。 每 组 实验 重复 3 次 。 干 燥 的 GT198 涂 层 96 孔 板 先 ) 


EI 


=] 


GT198 的 孔 被 包括 在 其 中 作为 阴 + 


ab E 
Ask 


非常 人 


一 些 只 有 BSA 无 
氏 ， 所 以 不 需要 减 去 背景 。 每 个 实 


含有 5% 的 BSA 的 


TPBS 《加 了 0.1% Triton X-100 的 PBS) 溶液 封闭 1 小 时 以 上 。 再 加 入 150 nM EWR i EA 


(0, 0.0384, 0.192, 0.96, 4.8, 24, 120, 600 ng/uD 。 药 物 配置 使 ) 


昔 酸 和 梯度 稀释 浓度 的 药物 (0.128, 0.64, 3.2, 16, 80, 400, 2000, 10000 nM) 或 草药 植物 提取 物 


结合 缓冲 液 (20 mM TrisHCl, pH 


7.5, 50 mM NaCl, 75 mM KCI, 0.5 mM MgCD, 0.05% Triton X-100, 10% 甘 油 , 1 mM dithiothreitol) 


并 在 4°C Fi 


TAG 4 小 时 以 上 或 过 夜 。 结 合 后 ， 室 温 下 用 


— 


45 分 钟 。 然 后 用 含有 1 U/ml TK EE BI REB A IB S UR UTI 
(罗氏 分 子 生化 公司 ，#1089153) 的 TPBS 在 4°C FE 


育 


三 次 ， 每 次 10 分 钟 ， 


(Amersham Pharmacia Biotech, Western blot reagents) ， 然 后 
HW EWRE IR. TE 45 分 钟 内 重复 读 板 3 次 ， 
果 。 完 成 实验 的 96 孔 板 用 Bio-Rad 公司 的 蛋白 质 测定 染料 
GT198 HABANA. MicroLite™ 2+ 板 具有 极 好 的 蛋白 


de 
结合 


法 检测 


FE 
zt 


KS uH) GT198 


4.6 动力 学 数据 分 析 


ICso 值 是 半数 抑制 浓度 ， 指 对 DNA 结合 


Kaleidagraph 软件 (Synergy 软件 ) 使 


y? 


response curve fit) 拟 合计 
小 值 ， m2 是 最 大 值 ， m3 是 HI 
试验 中 Vmax 和 Km 的 分 析 是 在 双 倒 数 


数值 偏离 线性 的 低 浓 度 点 。 见 参考 文献 中 的 例子 [45]。 双 倒数 图 显示 竞 


ERE 30 分 钟 后 读 板 。 读 板 前 迅速 力 


1 小 


vas Oe NI VA 


酶 (streptavidin-conjugated HRP) 
时 。 并 进一步 用 TPBS 浸泡 洗涤 
HA 50 hl/ 和 孔 的 ECL 检测 试剂 


j 非 线性 


Kaleidagraph it & 


H 
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d 
结合 


荧光 分 光 光度 仪 通过 化 学 荧 
通常 第 2 次 读 板 产生 最 一 致 的 结 
试剂 染色 ， 以 评估 平板 上 结合 的 
能 力 ， 在 反复 洗涤 步骤 后 不 会 丢 


使 | i 


有 50% 抑 制作 用 的 药物 浓度 。ICso 值 是 通过 
归 sigmoidal 剂量 -反应 
的 。 计 算 公 式 为 y= ml + (m2 - m1)/(1 + (x /m3)m4)， 其 中 ml 是 最 
的 ICso 值 ，m4 是 
图 中 进行 的 ， 使 用 四 个 高 浓度 数据 点 


12% (sigmoidal dose- 


EA 


昌 线 中 点 的 斜率 。 竞 争 性 结合 
的 平均 值 ， 省 略 倒 


争 性 结合 为 恒定 的 


Vmax， 在 药物 存在 时 Km 增加 ; 否则 为 非 竞 争 性 结合 ， 在 药物 存在 时 Vmax 减少 ，Km 恒定 。 
一 般 来 说 ， 竞 争 性 抑制 剂 直接 与 靶 标 的 DNA 结合 表面 阻 断 ， 并 将 DNA 踢 出 。 相 比 之 下 ， 非 竞 
争 性 抑制 剂 结合 在 融 标 上 附近 的 一 个 部 位 ， 并 诱导 其 蛋白 质 构 象 变化 ， 以 减少 DNA 与 对 标的 
结合 。 竞 争 性 抑制 剂 可 能 具有 更 高 的 结合 效力 。 


4.7 草药 成 分 的 极 性 分 析 


硅胶 具有 高 极 性 ， 可 以 与 化 合 物 发 生 强烈 的 相互 作用 。 使 用 非 极 性 溶剂 到 极 性 溶剂 的 
梯度 ， 不 同 极 性 的 化 合 物 则 可 以 分 别 从 硅胶 柱 上 洗 脱 下 来 。 将 含有 60 mg 的 皂 角 刺 或 多 香 果 的 
5 ml 甲醇 提取 物 与 1.5g 高 纯度 、 和 孔径 60 埃 、70-230 HERIK (Sigma #288624) 混合 ， 并 风 
干 一 晚 。 将 结合 的 硅胶 装 入 层 析 柱 (Bio-Rad 公司 ，14 毫升 柱子 里 装 3 毫升 硅胶 ) ， 用 6 毫升 
溶剂 批量 洗 脱 ， 以 下 括号 内 为 极 性 指数 。 正 已 烷 〈0.1) ，1: 1 正己 烷 和 乙酸 乙 酯 (2.2), 1: 
2 正己 烷 和 乙酸 乙 酯 (3.0) ， 乙 酸 乙 酯 (4.4) ，1: 1 乙酸 乙 醋 和 甲醇 (47) , HE (5.4) ， 
1: 1 甲醇 和 水 (7.6) 。 洗 脱出 来 的 馏分 被 真空 干燥 ， 称 重 ， 在 DNA 结合 试验 中 测试 活性 。 


4.8 多 香 果 的 部 分 纯化 


将 多 香 果 (50g) 研磨 成 粉 ， 在 室温 下 用 1000ml 甲醇 搅拌 提取 过 夜 。 甲 醇 可 深部 分 用 
- 等 体积 的 乙酸 乙 酯 进行 液 液 禁 取 。 乙 酸 乙 酯 部 分 被 进一步 干燥 ， 以 便 随后 进行 层 析 分 析 。 提 取 
risa 的 多 香 果 (LS x) 与 硅胶 结合 ， 装 入 硅胶 柱 〈3x30 BOK) ， 先 用 正己 烷 -氯仿 梯度 洗 脱 ， 然 后 
qu 用 乙酸 乙 酯 和 乙酸 乙 酯 加 10% 甲 醇 梯度 洗 脱 。 共 收 集 了 10 个 馏分 (每 个 50ml) ， 活 性 最 高 的 
CN 是 8 号 馏分 (图 7AO 。 该 馏分 被 浓缩 并 通过 制备 性 反 相 HPLC (C18, 4.6x150 cm， 流 速 
Ai 0.5ml/min) 进一步 纯化 ， 使 用 5% 甲 醇 水 溶液 到 100% 甲 醇 的 梯度 ， 得 到 一 个 活性 3 号 峰 (图 
ES TB) 。 此 峰 被 干燥 (600 ug) 并 通过 Mono-Q 阴离子 交换 层 析 柱 (Bio-Rad HiTrap Q HP 柱 ， 

= Iml) 进一步 纯化 。 交 换 柱 在 含有 95% 甲 醇 、50mM NH4HCO3、pH8.5 的 缓冲 液 中 ， 用 1.2ml 
梯度 增加 的 NaCl 浓度 〈0-360mM) 对 该 柱 进行 梯度 洗 脱 。 所 有 的 馏分 在 Aəsa 测量 吸光 度 并 测 
定 活性 。 最 高 活性 馏分 在 60mM NaCl 下 被 洗 脱 《图 7C) 。 然 后 用 反 相 HPLC (Waters, C18, 

4.6x75mm， 流 速 0.5ml/min) 分 析 60mM 馏分 ， 得 到 活性 最 高 的 3 号 峰 〈 图 7D) 。 在 每 个 步骤 
中 ， 测 试 样品 被 干燥 并 溶解 在 DMSO 或 结合 试验 的 结合 缓冲 液 中 ， 用 以 测 活 。 


4.9 细胞 凋 亡 TUNEL 试验 


培养 HeLa 细 胞 (ATCC, CCL-2) 用 含有 10% 的 胎 牛 血清 、100 U/ml 青霉素 和 0.1 ug/ul 
链 霉 素 的 DMEM 细胞 培养 液 。 细 胞 在 腔 室 载 玻 片 中 于 37C 的 5% 二 氧化 碳 环境 下 培养 。 先 用 
200ng/hl 皂 角 刺 提取 物 处 理 细胞 过 夜 ， 之 后 在 -20°C 用 100% 甲 醇 固 定 10 分 钟 。 然 后 在 冰 上 用 含 
0.1% Triton 的 10mM 柠檬 酸 钠 pH6.0 的 缓冲 液 浸泡 2 分 钟 ， 使 细胞 具有 通 透 性 。 使 用 原 位 细胞 
凋 亡 检测 试剂 盒 Cn Situ Cell Death Detection Kit F R) 并 按照 制造 商 的 方法 进行 TUNEL 染色 。 
简 而 言 之 ， 将 准备 好 的 细胞 放 在 黑暗 的 37°C 温 箱 中 ， 用 TMR-Red 标记 的 dUTP 和 末端 转移 酶 
溶液 标记 1 小 时 ， 该 溶液 标记 凋 亡 细胞 中 产生 的 DNA 片段 。 用 PBS 清洗 后 ， 在 荧光 显微镜 观 
察 之 前 ， 用 DAPI 进行 对 比 染色 。 


4.10 蛋白 质 序 列 比 对 


和 蛋白质 序 列 比 对 是 使 用 EMBL-EBI 的 Clustal Omega 的 多 重 序列 比 对 方法 进行 的 

Chttps://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) 。 使 用 程序 中 的 默认 设置 输入 人 GTI98. A DNA 
拓扑 异 构 酶 1 和 UB 的 蛋白 质 序 列 进行 比 对 。 星 号 表示 相同 的 氨基 酸 残 基 ， 圆 点 表示 同 源 的 氨 
基 酸 残 基 〈 补 充 图 2) 。 部 分 结果 显示 于 图 3E。 


4.11 统计 学 分 析 


N 


统计 分 析 用 GraphPad Prism 软件 进行 。 条 形 图 是 由 两 个 重复 数据 点 得 出 ， 并 显示 为 
DNA 结合 活性 。P 值 使 用 非 配 对 双 尾 t-test 检验 计算 。* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001; NS, 
不 显著 。 小 于 0.05 的 P 值 为 有 统计 学 意义 的 显著 变化 。 
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领域 


贡献 ( 非 专业 语言 描述 ) 


血管 增生 是 人 类 癌症 的 一 个 关键 特征 。 肿 瘤 中 小 血管 被 激活 导致 细胞 过 度 生 长 。 为 了 


开发 搞 癌 药物 ， 需 要 对 肿瘤 血管 的 蛋白 饮 点 进行 研究 。 在 这 里 ， 我 们 验证 了 一 种 在 血管 干细胞 
上 高 表达 的 癌 蛋 白 ， 发 现 是 一 个 很 好 的 药物 驾 标 。 我 们 首先 测试 了 一 百 多 种 已 经 在 临床 使 用 过 
的 抗 癌 化 药 ， 发 现 其 中 许多 化 药 都 能 直接 抑制 该 靶 点 。 这 些 药 物 包括 著名 的 化 疗 药物 ， 如 紫 杉 
醇和 多 柔 比 星 。 这 表明 该 癌 蛋 白 是 一 个 以 前 未 被 认 知 的 药物 革 点 。 这 一 发 现 解释 了 以 前 大 量 的 
药物 疗效 证 据 和 临床 治疗 中 的 不 足 。 我 们 接 下 来 测试 了 一 些 搞 癌 草药 ， 发 现 阳性 草药 都 有 在 人 


治疗 中 的 成 功 历史 。 我 们 进一步 用 有 机 化 学 方法 部 分 纯化 了 一 种 阳性 草药 ， 并 证 明 利用 


AI Ii 


TARE EAT ARIAT AOI KAT TE. UO tas SURAT RE, Serie T Z 
化 疗 药物 的 新 机 制 ， 为 进一步 药物 开发 提供 了 靶 标 ， 特 别 是 可 以 从 天 然 中 草药 中 寻求 低 毒 而 高 


效 的 抗 癌 新 药 。 
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Article Title: GT198 Is a Target of Oncology Drugs and Anticancer Herbs 


Vessel-derived oral tumor 


IHC of GT198 GT198 | aSMA 


Supplementary Figure 1. Angiogenic blood vessel-derived human oral tumor. Extended view of 
Figure 1D. Adjacent human oral tumor sections were immunohistochemical stained with GT198 (left 
panel), and fluorescent doubled stained with GT198 in red and aSMA in green (right panel). Arrows 
indicate GT198* and aSMA* blood vessels. Angiogenic vessels are initially located in the stroma. When 
tumors develop surrounding the vessels, blood vessels disintegrate and aSMA* cells become scattered 
into the new growth of tumor. In contrast, the advanced tumors have a few diluted aSMA* cells (lower 
center and upper right areas). Scale bars = 100 um. 


Clinical staging of human oral cancer FFPE specimens: 
1) Male, age 56, Normal oral mucosa, Figure 1B, quiescent vessel. 
2) Male, age 50, TAN3MO, Figure 1B, angiogenic vessel. 
3) Male, age 53, T3N2MO, Figure 1B, detached pericytes. 
4) Male, age 65, T2N1MO, Figure 1B, vessel in tumor. 
5) Male, age 51, T3N1MO, adjacent tissue in Figure 1C; tumor in Figure 1D and in Supplementary 
Figure 1. 
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Supplementary Figure 2. Protein sequence alignment of human GT198, human DNA topoisomerase I 
(Top1), and HB (Top2B) using Clustal Omega at EMBL-EBI. Asterisks denote identical amino acid 


residues and dots denote homologous residues. 


CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment 
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Supplementary Table 1. Identification of GT198 inhibitors from 129 clinical oncology drugs. The FDA 
Approved Oncology Drug Set VII from NCI, Plate 4845 and Plate 4846, were tested using the DNA- 
binding assay for direct inhibition of GT198. Available ICso values and efficacies (percent of inhibition at 


2 uM of drugs) are shown. -, not active; +, active; ND, not detectable. 


Inhibition of GT198 (NCI Approved Oncology Drug Set VII) 


"mE Compound CAS n W Efficacy 
Drug Name Activity | IC50 
ID Number (2 uM) 
1390 315-30-0 Allopurinol = 
19893 51-21-8 Fluorouracil = 
32065 127-07-1 Hydroxyurea = 
4845 | D02 752 154-42-7 Thioguanine 167.19] — 
755 50-44-2 Mercaptopurine 一 
= 
6396 52-24-4 Thiotepa 三 
4845 | H02 18509 5451-09-2| Aminolevulinic acid 167.59 十 
45388 4342-03-4 Dacarbazine = 
4845 | BO3 | 362856 | 85622-93-1|  Temozolomide 19415| 一 
750 55-98-1 Busulfan m 
4845 | DO3 | 13875 645-05-6 Altretamine 31028 | 一 
27640 50-91-9 Floxuridine ES 
4845 | FO3 | 45923 298-81-7 Methoxsalen 21619| — 
79037 | 13010-47-4 Lomustine — 
102816 320-67-2 Azacitidine = 
4845 | A04 | 127716 2353-33-5 Decitabine 228.21| 一 
296961 | 20537-88-6 Amifostine 三 
4845 | co4 | 409962 154-93-8 Carmustine 214.05 | — 
26271 6055-19-2| Cyclophosphamide E 
4845 | E04 | 34462 66-75-1| Uracil mustard 25210| — 
63878 69-74-9 Cytarabine 一 
4845 | Go4 | 66847 50-35-1 Thalidomide 25823| — 
75520 70-00-8 Trifluridine 十 
4845 | A05 | 77213 366-70-1 Procarbazine 25776| — 
85998 | 18883-66-4 Streptozocin m 
4845 | CO5 | 105014 4291-63-8 Cladribine 28569| — 
109724 3778-73-2 Ifosfamide = 
119875 | 15663-27-1 Cisplatin = 
4845 | F05 | 122758 302-79-4 Tretinoin 300.44; 一 
169780 | 24584-09-6 Dexrazoxane = 
4845 | H05 | 218321 | 53910-25-1 Pentostatin 268.27 | — 
613327 | 122111-03-9 Gemcitabine = 
4845 | Boe | 701852 | 149647-78-9 Vorinostat 26432] — 
713563 | 107868-30-4 Exemestane = 
4845 | D06 | 719344 | 120511-73-1 Anastrozole 293.37| — 
719345 | 112809-51-5 Letrozole 三 
4845 | F06 | 721517 | 118072-93-8|  Zoledronicacid 272.09| — 
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4845 


747972 


191732-72-6 


Lenalidomide 


4845 


755985 


121032-29-9 


Nelarabine 


4845 
4845 
4845 
4845 


775351 


19171-19-8 


Pomalidomide 


3088 305-03-3| ^ Chlorambucil 304.22 | — 


38721 


50-07-7 
53-19-0 


Mitomycin 
Mitotane 


334.33 一 


4845 


606869 


123318-82-1 


Clofarabine 


4845 
4845 
4845 
4845 


758774 


761190 


414864-00-9 
404950-80-7 


Belinostat 
Panobinostat 


349.43 一 


25154 54-91-1 Pipobroman 35606| — 


71423 


595-33-5 


Megestrol acetate 


4845 


138783 


3543-75-7 


Bendamustine 


4845 
4845 
4845 
4845 


241240 


41575-94-4 


Carboplatin 


266046 | 61825-94-3 Oxaliplatin 397.29 | — 


| E08 | 312887 


F08 712807 


75607-67-9 
154361-50-9 


Fludarabine 
Capecitabine 


365.21 一 


4845 


G08 719627 


169590-42-5 


Celecoxib 


4845 
4845 
4845 
4845 


H08 750690 


756655 


557795-19-4 
179324-69-7 


Sunitinib 
Bortezomib 


384.24 一 


757441 | 319460-85-0 Axitinib 386.47 | — 


C09 279836 


65271-80-9 


Mitoxantrone 


4845 


D09 715055 


184475-35-2 


Gefitinib 


4845 
4845 
4845 
4845 


E09 718781 


753686 
755980 


H09 755986 


183319-69-9 
763113-22-0 
417716-92-8 
879085-55-9 


Erlotinib 
Olaparib 
Lenvatinib 
Vismodegib 


43446| — 
42686| — 


4845 


A10 756645 


877399-52-5 


Crizotinib 


4845 
4845 
4845 
4845 


B10 759224 


761910 


E10 609699 


870281-82-6 
936563-96-1 

59-05-2 
119413-54-6 


Idelalisib 
Ibrutinib 
Methotrexate 
Topotecan 


440.50 一 
454.44 一 


4845 


F10 732517 


863127-77-9 


Dasatinib 


4845 
4845 
4845 
4845 


G10 737754 


743414 


B11 747974 


635702-64-6 
152459-95-5 
284461-73-0 

84449-90-1 


Pazopanib 
Imatinib 
Sorafenib 
Raloxifene 


493.61 + 
464.82 一 


4845 


C11 750691 


439081-18-2 


Afatinib 


4845 


D11 754230 


146464-95-1 


Pralatrexate 


4845 
4845 
4845 
4845 


E11 755384 


755605 
760766 


H11 761385 


357166-30-4 
915087-33-1 
443913-73-3 
956697-53-3 


Pemetrexed 
Enzalutamide 
Vandetanib 
Erismodegib 


464.42 | — 
47536| 一 


485.49 mi 
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